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研究成果の概要（和文）：根治手術や術後補助化学療法などの標準治療でも、ステージ2-3大腸癌のうち15-30%
は再発するとされる。本研究では、再発・癌死リスクの高いステージ2-3症例を抽出するバイオマーカーを検索
するため、マイクロアレイ、RNAシークエンス、パラフィン切片などによる複数コホートを用いた解析を行っ
た。複数の遺伝子がステージ2-3症例の術後再発と関連していた。癌間質に発現する遺伝子(群)やタンパクが、
特にステージ2の結腸癌症例において再発と関連していた。またいくつかの遺伝子はステージ3症例における癌特
異的生存との関連を認めた。本研究では複数のバイオマーカー候補を同定した。さらなる検証が求められてい
る。

研究成果の概要（英文）：Despite the standard treatment with curative surgery and adjuvant 
chemotherapy, approximately 15-30% of patients with stage II and III colorectal cancer (CRC) will 
experience disease relapse. We attempted to develop prognostic and predictive biomarkers for 
postoperative stage II and III CRC that can identify patients with high-risk of recurrence or 
cancer-death. Using multiple independent cohorts of stage II and III CRC based on microarray, 
RNA-sequence and immunohistochemistry, we identified several genes that were significantly 
associated with relapse after surgery. We found that genes and protein expressed by cancer stroma 
were significantly associated with relapse-free survival in multiple datasets, particularly in stage
 II colon cancer. Also, some genes were found to be associated with cancer-specific survival in 
stage III CRC. Collectively, we identified several candidates for the biomarker development for 
stage II and III CRC, and our finding warrants further investigations.

研究分野：大腸癌
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１．研究開始当初の背景 
 
大腸癌は全がんにおいて死亡・罹患数が最
も上位の癌腫のひとつであるが、ここ 10 年
で大腸癌診療は飛躍的に進歩している。外科
領域においては低侵襲な腹腔鏡手術が標準
的となり患者の QOL に貢献している。切除
不能・進行再発例に対しては分子標的薬を含
む新規薬剤など選択肢が増え、全生存期間の
延長に大きく寄与している。急速に変化を遂
げつつある大腸癌診療において、個々のがん
の特徴に応じた治療の個別化が極めて重要
な課題と考えている。 

 
今回、本研究課題が着目するのは外科的切
除の対象となる大多数の大腸癌である。本邦
では治癒切除後の5年生存率は約80%と比較
的良好と言えるが、再発した場合の根治は困
難なことが多く、重要なのは根治切除後にい
かに再発を回避するかであり、この役割を担
うのは術後補助化学療法である。補助化学療
法により無病生存期間が延長するという明
確なエビデンスが蓄積している。しかしなが
ら恩恵を受け得る患者は一部のみである。本
邦ではStage IIの約15%、Stage IIIの約30％
が再発すると言われるが、多くの患者は手術
単独で治癒する可能性がある一方で、標準的
な補助療法を行っても再発を来たす一定の
患者が存在するからである。また化学療法に
は少なくない副作用と費用が不可避であり
患者 QOL および医療経済的に大きな負担で
ある。 
 
 大腸癌診療はエビデンスに基づくガイド
ラインに準拠して行われる、国際標準として
術後補助化学療法は Stage III症例が対象とな
り、Stage I 症例には推奨されない。Stage II
症例についてはいまだ議論の余地があり、欧
米ではいわゆる high-risk Stage IIのみが対象
とされ、本邦でも high riskと考えられる症例
に対し比較的副作用の少ないレジメンを選
択することが多い。high-risk Stage IIのリスク
因子としては深達度や組織型、脈管侵襲、穿
孔例などがあるもののあくまで参考所見に
留まる。しかし Stage II症例の一部には、Stage 
III 症例より不良な経過をたどる群があるこ
とが知られており、一方で Stage IIIでも予後
の極めて良好な群が存在する。 
 
それゆえ、いま臨床医が求めるのは、術後
補助化学療法はどの患者に必要で、どの患者
には不要なのか、という個別化のための指針
である。具体的には、補助化学療法を含む術
後マネージメントの個別化のために、①再発
リスクの高い 15%の Stage II症例を抽出する
こと、そして②再発リスクが低く予後良好な
70%の Stage III症例を識別すること、さらに
③より強力な介入を行うべき極めて予後不
良の Stage II-III症例を抽出すること、が求め
られていると言える。 

 
 
２．研究の目的 
 
①術後再発リスク予測バイオマーカー作成
と検証 
 
②遺伝子発現レベルからタンパク発現レベ
ルへの応用 
 
③特定のゲノム異常に対するバイオマーカ
ーの可能性 
 
④バイオマーカー候補分子の生物学的意義
の検討 
 
 
３．研究の方法 
 
 公開マイクロアレイデータセットの検
索・収集・情報処理 
 

 各データセットの統合、遺伝子セットの
抽出・絞り込み・検証作業 

 
 福島医大独立コホートの解析 
 
 ゲノム異常に規定されるサブグループ
に特異的なバイオマーカー作成と検証 

 
 
４．研究成果 
 
当講座で過去に手術を施行された大腸癌
の腫瘍、非腫瘍部サンプルを利用し研究を施
行した。なお当該研究はそれぞれ当施設の倫
理委員会により承認されている。パラフィン
包埋ホルマリン固定標本を用いた免疫染色
により候補分子のタンパク発現を癌部・非癌
部において評価し、臨床病理学的背景因子や
腫瘍学的予後との関連を統計学的に解析し
た。大腸癌の培養細胞株を用いて候補分子の
発現を評価し、ノックダウン実験等により癌
細胞における遺伝子機能解析を行った。種々
の細胞株から RNA、タンパクを抽出し、定量
的 RT-PCR、ウエスタンブロット、レクチン
マイクロアレイなどを施行した。NCBI の提
供する網羅的遺伝子発現データベース
（GEO；Gene Expression Omnibus）や TCGA
（The Cancer Genome Atlas）データベースな
ど、公開されたデータの利用と統計学的解析、
バイオインフォマティクスを応用し新規分
子マーカー候補遺伝子などを探索した。 
 
 
（研究成果１）  
網羅的遺伝子プロファイリングを駆使した
新規の大腸癌サブタイプ、Stage III大腸癌の
予後マーカー 
 



 本研究ではまず、TCGAデータを含む大規
模かつ複数の大腸癌データセットを用いて、
網羅的な遺伝子発現解析、クラスター解析を
行い、予後不良な群の抽出を試みた。 
 抽出された予後不良群特徴的なゲノム異
常として、既知の BRAF、TP53などの遺伝子
変異、ミスマッチ修復機構の異常などが関連
していた。また癌の分化度や局在（右側・左
側）といった臨床病理学的な因子とも関連し
ていた。 
 この予後不良群を特徴づける遺伝子異常
の 一 つ と し て 、 Polypeptide 
N-acetylgalactosaminyltransferaseファミリーや
Glucosaminyl (N-Acetyl) Transferase ファミリ
ー酵素をコードする遺伝子群の発現異常が
抽出された。特に前者は、mRNAおよびタン
パクレベルにおいて、大腸腺腫で発現し、一
部の大腸癌において発現低下ないし消失し
ていることを見出した。またその発現低下は
メチル化レベルと相関し、大腸癌細胞株の脱
メチル化処理により発現が回復することか
ら、エピジェネティックな発現抑制機構が示
唆された。 

 
複数のコホート、測定プラットフォームを
用いた単変量解析（上図）および多変量解析
により、同遺伝子発現は、他の臨床病理学的
因子と独立して不良な癌特異的生存、全生存
と関連していることが示され、特にステージ
Ⅲ症例でその意義が顕著であった（上図下
段）。 

 
大腸癌細胞株を用いた、loss-of-function 実
験系により、浸潤能、遊走能、5FU抵抗性な
どとの関連を認めた（上図）。なお臨床サン
プルでも 5FU による術後補助化学療法抵抗
性との関連が示唆されている。 
したがって発癌早期段階において、エピジ
ェネティックな機構により一部の群では
Polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase
発現が抑制され、癌の進展に寄与しているも
のと考えられ、大腸癌の予後や治療抵抗性と
関連するバイオマーカーとしての意義を示
すとともに、癌の進展における重要性を示唆
するものである。 
 
 
（研究成果２） 
特に Stage II大腸癌における予後マーカー、
癌微小環境に着目して 
 

 
研究のフローチャートを上記に示す。新規
バイオマーカーの探求の発端として、GEOか
ら複数のマイクロアレイデータセットをダ
ウンロードし解析に使用した。それぞれ無再
発生存期間などの予後情報が付属している
コホートである。まず２つの公開マイクロア
レイデータセット： GSE41258 および
GSE17538 を用いた。なお前者には正常大腸
と大腸癌の遺伝子発現情報も含まれている。 

 
大腸癌特異的に発現変動する遺伝子かつ、
２つの独立したデータセットにおいて大腸
癌の無再発生存期間と関連するものを分析
し ９つのマイクロアレイプローブを同定し
た（次ページ表）。これらプローブが示す遺
伝子のいくつかは、コラーゲン線維をコード
する遺伝子などが含まれ、主に間質で発現す
るとされるものであった。 



 

 
その間質への局在はレーザーマイクロダ
イセクション法にて大腸癌の上皮成分と間
質成分を個別に解析したデータにより確認
することができ、さらに免疫染色を用いるこ
とで、候補遺伝子がコードするタンパクの発
現組織切片上で検討することで検証するこ
とができた（下図、左が発現陽性症例）。 

 

 
再発における意義を独立した公開マイク
ロアレイデータセットを用いて検証するた
め、GSE39582 および GSE33113 を用いて解
析した。当研究で使用したいずれのコホート
においても、上述の間質遺伝子発現が術後の
無再発生存率と有意に関連していた（下図）。 

 

 
また、同遺伝子の発現レベルは癌の進展に
伴い優位に上昇することがわかった（次ペー
ジ図）。 

 
なお症例を層別化し解析を試みたところ、
結腸癌については極めて有意に予後と関連
する一方、直腸癌においては予後との相関は
認めなかった。また特に Stage II症例におけ
る再発における意義が顕著であった。大腸癌、
特に結腸癌において間質遺伝子発現が Stage 
II-IIIおよび Stage II症例術後の予後バイオマ
ーカーになり得る可能性が示唆された。 
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